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目的とした経皮吸収型製剤があり、経皮吸収型製剤は Drug Delivery System 





















以下で log P が 1 から 3 程度である 5-7）。 また、薬物の融点と薬物透過に相
関関係があることが知られており、融点が低い薬物の方が皮膚透過がよい 2）。 
したがって、これまで実用化されている経皮吸収型製剤に用いられている薬物





ている。 そのような皮膚に吸収されにくい化合物としては、ビタミン C 誘導体を
はじめとしてフラボノイド類などがあるが、これらの皮膚に移行しにくい化合物の
経皮吸収を促進するためにマイクロエマルションの利用やマイクロニードルなど












高分子量（グリチルリチン酸ジカリウム分子量 899.11; 原子量を炭素 12.01078、
水素 1.00783、酸素 15.99943、カリウム 39.09831 として計算）といった物理化
学的性質をもつ。 また他方、グリチルレチン酸は、難水溶性で高融点化合物
















より汎用性があり、効果を高めた製剤の開発が可能となる。   
本研究では SG の皮膚移行に及ぼす基剤の影響を解明する目的で、


















log P * 6.4
melting point ca, 300 ℃
* NCBI PubChem Compound
molecular weight* 899.11
molecular formula* C42H60K2O16
log P * -
melting point -
* NCBI PubChem Compound
molecular weight* 839.96
molecular formula* C42H65NO16
log P * -
melting point -
* NCBI PubChem Compound
Glycyrrhetinic acid
Dipotassium glycyrrhizinate Monoammonium glycyrrhizinate
 
Fig. 2. Chemical structures and physicochemical properties of glycyrrhetinic 













log P * 15.6
melting point ca, 75 ℃
* NCBI PubChem Compound  
 
Fig. 3. Chemical structure and physicochemical properties of stearyl 






















 グリチルレチン酸ステアリル（SG）は、分子量 723 で Log P 15.6 の薬物であり、
油、エタノールには溶解するが、水にはほとんど溶解しない。 SG は高分子量か
つ高脂溶性であるため、皮膚に移行しにくい物理化学的性質をもつと考えられ
る。 また、SG の皮膚移行についてはこれまで報告がない。  
皮膚適用製剤からの薬物の皮膚移行や吸収を検討する実験系としては、

















for Economic Co-operation and Development (OECD) Guidelines for the 
Testing of chemicals, Test No. 428 (Skin Absorption: in vitro Method) におい
ても、薬物の投与量はヒトの暴露と同等になるように固体は 1～5 mg/cm2、液体
は最高 10 μL/cm2までと、finite 系での投与量が規定されている 24）。 
そこで、第 1 章では SG の基本的な皮膚への吸収および移行について明らか
にする目的で infinite 系及び finite 系における SGの吸収及び皮膚への移行に
関して検討を行った。 次に、SG の皮膚移行に及ぼす油性基剤の影響を明ら




第１節 Infinite 系および finite 系における油剤からのグリチル
レチン酸ステアリルの皮膚移行  
 
 SG の油性基剤からの皮膚移行に関して、基礎的な SG の皮膚移行特性を把






条件に近い有限系である finite系で SGの皮膚移行について検討した。 さらに









た系 25）の 3種類の処方で検討を行った（Table 1）。l-メントールは角層細胞間脂
質に作用し、角層での拡散の増大により経皮吸収促進作用を示すことが知られ
ている。 また NMP は薬物の溶解性の増大やケラチンへの作用により経皮吸収
促進作用を示すことが知られている。 Fig. 4 に結果を示す。SG の皮膚移行は
皮膚を角層・角層を除いた表皮・真皮の各部位に分離し皮膚中への移行量を
測定するとともに、レセプターへの透過量を測定した。 24 時間の透過実験にお
いて、レセプターからは SG は検出されなかった。 SG は高分子量かつ高 log P
の化合物であるが、一般的にこれまで報告されている条件（分子量 500 以下で
log Pが 1~3程度が吸収されやすい 5-7））から外れており、皮膚透過しにくい化合





 オレイルアルコールのみの処方である B-OLA とオレイルアルコールにさらに経
皮吸収促進剤である NMP、 l-メントール及びエタノールを添加した系である
B-OLA(2)では、B-OLA と比較して皮膚への総移行量はほぼ同じであったが、
B-OLA(2)の方が角層を除いた表皮での濃度が約 4 倍増加していた。 このこと









して皮膚への移行量は 0.01％以下であった。 このことより SG は皮膚に移行し
にくいことが明らかとなった。 SG の油性基剤からの infinite 系での皮膚移行に












Table 1. Formulation of SG vehicle. 
Ingredient LP-C B-OLA B-OLA(2)































































Fig. 4. Amount of SG in each skin section (stratum corneum, epidermis, 
dermis) after 24-h treatment under infinite dose condition. 




第２項 Finite 系における油剤からの SG の皮膚移行  
 
 SG は infinite 系では、皮膚透過しないとともに皮膚移行量も少ないことが明ら
かとなった。 SG を配合した製剤の実際の使用条件は少量を塗布する系である。 
そこで、本節では実際の使用条件に近い有限系である finite 系で、流動パラフ
ィン（LP-C）及びオレイルアルコール（B-OLA）をモデルとして 2％w/v の濃度の
SG を 2.5 μL/cm2、YMP 皮膚に適用し検討を行った（Fig. 5）。 Finite 系におい
ても SG はレセプターからは検出されなかった。 さらに、SG は真皮中からも検出
されなかった。 LP-C と B-OLA を比較すると、SG の皮膚移行総量は LP-C 基
剤の場合が 6.1 μg/cm2、B-OLA の場合が 1.7 μg/cm2であり、経皮吸収促進作
用が知られている B-OLA よりも経皮吸収促進作用が知られていない LP-C の方




















































Fig. 5. Amount of SG in each skin section (stratum corneum, epidermis, 
dermis) after 24-h treatment under finite dose condition.  




第３項 Infinite 系と finite 系の比較  
 
 SG の YMP 皮膚への移行量は、SG の投与量が少ない有限系である finite 系
と無限系である infinite 系で比較を行った。 Fig. 6 にその比較結果を示す。 
B-OLA では、infinite 系と finite 系を比較すると、infinite 系の方が約 1.4 倍 SG





















































































Fig. 6. Amount of SG in each skin section (stratum corneum, epidermis, 
dermis) after 24-h treatment of (a) LP-C and (b) B-OLA, under infinite and 











 前節までの検討において、infinite 系及び finite 系での流動パラフィン（LP-C）
及びオレイルアルコール（B-OLA）からの SG の皮膚移行は、基剤の種類によっ




ライド、炭化水素に分類される油剤を 11 種類選択し、SG の皮膚移行について



















Table 2.  Classification of the various oils. 








Neopentyl glycol dicaprate E-NGD
Triethylhexanoin G-THN
Caprylic/capric triglyceride G-CTG










第１項 さまざまな油剤からの SG の皮膚移行  
 
 11種類の油剤からの SGの皮膚移行を finite系で検討した。 SGの皮膚移行
総量を Fig. 7に示す。 SGの皮膚移行は基剤とした油剤の種類によって差があ
り、最も皮膚移行量の多いオレイン酸（A-OA）と最も少ないカプリル/カプリン酸ト











































Fig 7. Amount of SG in the skin after a 24 h application using various oils. 





第２項 基剤として用いた油剤の物理化学的性質が SG の皮膚移行に
及ぼす影響  
 

























検討した各油剤の物理化学的性質を Table 3 に示す。 各油剤の物理化学
的性質は分子量及び IOB 値は文献値を用いた。 油剤の物理化学的性質（①
分子量、②IOB 値、③粘度、④表面張力、⑤SG の溶解度）と SG の YMP 皮膚
移行量との散布図を Fig. 8 に示す。 油剤の物理化学的性質それぞれ単独で











Table 3. Physicochemical properties of used oils. 
Oil Oil abbr. MW *1) IOB(α°) *2)
Viscosity





(wt %) 25 ﾟC
Oleic acid A-OA 282 0.42 17.7 31.6 4.63
Isostearic acid A-ISA 284 0.43 37.9 30.3 5.57
Oleyl alcohol B-OLA 268 0.28 17.8 30.4 4.44
Octyldodecanol B-OCD 298 0.26 27.7 28.1 3.39
Isononyl isononanoate E-INN 284 0.20 4.1 24.8 1.79
Isotridecyl isononanoate E-IDN 340 0.14 7.4 27.2 1.89
Cetyl ethylhexanoate E-CEH 368 0.13 7.8 29.1 1.38
Neopentyl glycol dicaprate E-NGD 412 0.25 11.5 29.1 2.14
Triethylhexanoin G-THN 470 0.35 20.3 28.2 1.68
Caprylic/capric triglyceride G-CTG 408 0.33 16.9 28.4 1.53
Liquid paraffin LP-C 330 0 13.0 29.1 0.41
*1) NCBI PubChem Compound

































































































































Fig. 8. Relationship between the skin penetration amount of SG and 
physicochemical properties of oils.  
(a) molecular weight, (b) IOB value, (c) viscosity, (d) surface tension and (e) 













法による解析を行った。 その結果 SG の皮膚移行量（μg/cm2）は、以下の予測
重回帰式（Eq. 1）で分子量と表面張力を説明変数として、決定係数 R2＝0.57 と
比較的精度よく表すことができることが明らかとなった。 
 
Amount of SG that penetrated the skin (μg/cm2) =  
−0.0205 (μg/cm2) × (MW) − 0.274 (μg/cm2/mN・m) × (surface tension)(mN/m) 
 + 20.7 (μg/cm2)           (Eq. 1) 
 
本重回帰分析において、有意確率 p の値は、分子量が p < 0.0001 であり、ま
た 表面張力の p 値が p < 0.01 であった。分子量、表面張力ともに p 値は 0.05
以下であり、分子量と表面張力が SG の皮膚移行に対して有意に関与している
ことが示された。 一方、そのほかのパラメータの有意確率 p は、IOB 値：0.11、
SG 溶解度：0.48、粘度：0.69 と有意ではなかった。 本重回帰分析における分
散拡大係数（variance inflation factor ： VIF）は 1.03 であり、多重共線性は認
められなかった。  また標準化偏回帰係数（ standardised partial regression 
  
 





















 11 種類の油剤からの SG の皮膚移行量と油剤の物理化学的性質を用いた重
回帰分析により、SG の皮膚移行には油剤の分子量と表面張力が関与している
ことが示された。 そこで、重回帰分析から得られた推定回帰式 Eq.1 で、SG の
皮膚移行が推定できるかどうか、回帰に用いていない油剤を用いて SG の皮膚
移行に関して検討を試みた。 前項で解析に用いた 11 種類の油性基剤は、脂
肪酸、エステル、アルコールなど様々な官能基を持っている。 そのため、これら




の異なる 4 種類の流動パラフィンを選択した。 Table 4 に流動パラフィンの物理
化学的性質を示す。 
 4 種類の流動パラフィン（LP-A、LP-B、LP-C、LP-D）からの SG の皮膚移行
について検討した結果を Fig. 9 に示す。 その結果、SG の皮膚移行量は流動
パラフィンの分子量と表面張力が低下するにつれて有意に増加しており、最も
皮膚移行量の多い LP-A と最も少ない LP-D では約 3 倍の有意な皮膚移行量
の差があった。 この流動パラフィンからの SG の皮膚移行量と、流動パラフィン
の分子量と表面張力の値から予測回帰式 Eq. 1で予測した SGの皮膚移行量と


















(mPa s) 32 ﾟC
SG Solubility
(wt%)　25 ﾟC IOB(α°)
LP-A 245 27.6 3.0 0.55 0
LP-B 285 28.3 5.7 0.46 0
LP-C 330 29.1 13.0 0.41 0




































Fig. 9. Effect of various liquid paraffins on the permeation of SG after a 24 h 
application under finite dose conditions.  
Each column represents the mean ± S.D. of at least three experiments. **p < 
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Fig. 10. Relationship between the experimental and predicted amounts of SG. 
The predicted amount of SG was calculated using Eq. 1.  






第３節 小括  
 
SG の油性基剤での皮膚移行に関して infinite 系及び finite 系で検討を行っ
た。 その結果、SG は 24 時間の適用においてレセプター相からは検出されず、
皮膚を透過しないことが示された。 SG は高分子量かつ高 log P の化合物であ
るが、一般的にこれまで報告されている理論から推察されるように皮膚透過しに
くい化合物であることが明らかとなった。 Infinite 系における SG の皮膚移行総
量には、経皮吸収促進剤による影響はなかった。 Finite 系での SG の皮膚移
行は、検討した 2種類の基剤間で 3倍以上の差があり、基剤の種類によって SG
の皮膚移行に差があることが示された。 また infinite系と finite系での比較では、
B-OLA では infinite 系の方が SG の皮膚移行量が多く、通常の経皮吸収理論




























膚移行特性及び油剤が SG の皮膚移行に与える影響に関して検討を行った。 












SG の皮膚移行を明らかにすることで、より SG の皮膚移行を高めた実製剤の開
発に応用できる可能性がある。 第 1 章で、基剤として用いた油剤の分子量と表
面張力が SG の皮膚移行に関与していることを明らかにした。そこで、さらに水相
と油相で構成される O/W 型乳剤において内油相に用いる油剤の分子量と表面
張力が SG の皮膚移行に及ぼす影響について検討を行った。 
  
 
第１節 Infinite系及び finite系における O/W型乳剤からのグ
リチルレチン酸ステアリルの皮膚移行  
 
 SG の O/W 型乳剤からの皮膚移行を infinite 系および finite 系で検討した。
水と界面活性剤及び流動パラフィンを用いて O/W 型乳剤を調製した。O/W 型
乳剤の調製には、高圧乳化を用いることでエマルションの平均粒径を約 200 nm
まで微細化し、製剤の安定性を確保した。  検討した O/W 型乳剤の処方を
Table 5 に示す。 乳化剤としてポリオキシエチレン硬化ヒマシ油を用い、内油相
として、3 種類の流動パラフィン（LP-A、LP-C、LP-D）を用いた。 また、SG の濃











Table 5. Formulation of O/W type emulsions 
Ingredient OW-A OW-C OW-D
SG 0.5 0.5 0.5













 SGの infinite系における O/W 型乳剤からの皮膚移行に関して検討を行った。 
その結果を Fig. 11に示す。 24時間の透過実験において、どの処方においても
SG は真皮及びレセプター相からは検出されなかった。 また 24 時間 O/W 型乳
剤適用後の SGの皮膚への移行総量は、3 種類の流動パラフィン間で有意差は
なかった。 SG 投与量と油剤分散系の結果と比較すると、SG の濃度が違うため
単純比較はできないと考えられるが、皮膚移行総量は油剤分散系よりも少なか
った。 O/W型乳剤は外相が水であるため、無限系である infinite系では主に皮
膚に接するのは水相である。 外相の水には SG が溶解しないため、油溶性であ




















































Fig. 11.  Amount of SG in each skin section (stratum corneum, epidermis, 
dermis) after 24-h treatment under infinite dose condition.  






infinite 系との比較  
 
 SG の finite 系での皮膚移行に関して検討を行った。 LP-C を内油相とした
O/W 型乳剤（OW-C）を用い、24 時間、10 μg/cm2の濃度で YMP 皮膚に適用し
た。 結果を Fig. 12 に示す。 Finite 系においても SG は真皮およびレセプター
相からは検出されなかった。 Finite系では infinite系と比較して約 3.8倍 SGの
皮膚移行量が増加していた。また、皮膚の部位ごとの移行量を比較すると、角
層への移行量は finite系と infinite系でほぼ同様であったが、finite系では表皮
への SG移行量が増加していた。 これは油剤分散系での LP-Cの結果と同様で
あった。 このことより、O/W 型乳剤においても、SG の皮膚移行は油剤分散系と
同様の挙動を示すことが示唆される。 O/W 型乳剤の infinite 系に対する finite
系の SG 皮膚移行量の増加率は油性基剤の約 2 倍であり、O/W 型乳剤とする






















































Fig. 12.  Amount of SG in each skin section (stratum corneum, epidermis, 
dermis) after 24-h treatment of OW-C under finite and infinite dose 
conditions.  









 O/W 型乳剤は油性成分を界面活性剤を用いて水中に分散している。 界面
活性剤は通常 O/W 型乳剤を調製するにあたって必要である。 しかし界面活性
剤は、種類によって薬物の経皮吸収に影響を及ぼすことが知られており 35）、SG
の皮膚移行においても、界面活性剤の種類によって皮膚移行量が異なる可能








た。 検討した O/W 型乳剤の処方を Table 6 に示す。 乳剤は高圧乳化を用い
て調製し、それぞれ約 200nm にサイジングした。 調製した乳剤はいずれも良好
な安定性を示した。 
 6 種類の界面活性剤を用いて調製した O/W 型乳剤からの SG の皮膚移行総
量を Fig. 13 に示す。 界面活性剤として HCO、SSG および PMS を使用した乳
剤の SG 皮膚移行量が比較的多かったが、それぞれの界面活性剤の違いによ










Table 6. Formulation of O/W type emulsions with various surfactants. 
Ingredient Abbr. SSG SMS PO80 PMS HCO HSL
SG 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Sodium N-stearoyl-L-glutamate SSG 5
Sucrose monostearate SMS 5
Polysorbate 80 PO80 5
PEG(40EO) monostearate PMS 5
PEG-60 hydrogenated castor oil HCO 5
Hydrogenated soybean lecithin HSL 5
LP-C LP-C 20 20 20 20 20
































Fig. 13.  Amount of SG in the skin after 24 h application with O/W emulsion 
emulsified by various surfactants under finite dose condition.  







 第 1章において、finite系における油性基剤からの SGの皮膚移行には、油剤
の分子量と表面張力が影響を及ぼすことを明らかにした。 O/W 型乳剤におい
ても、油性基剤での検討結果と同様に、SGの皮膚移行は infinite系よりも finite




（HCO）を用いて O/W 型乳剤を調製した。 Finite 系における O/W 型乳剤は皮
膚に塗布した後、外相の水が蒸発もしくは皮膚に移行し、一定時間経過後には
皮膚上に内油相が残ることが予測される。 その結果、内油相に含まれる SG 及
び HCO、そして流動パラフィンが皮膚上に残ると考えられる。 そこで、比較のた
めに外相の水が蒸散した後に残る油相区分のみについても oil residue として皮
膚移行を検討した。 検討した O/W型乳剤および油相区分の処方を Table 7に
示す。 O/W 型乳剤と oil residue では、SG の濃度が違うため SG の投与量を同
じにするために、O/W 型乳剤は、OECD ガイドライン 24）を参考にし、一般的な塗
布量の範囲である 10 μL/cm2の量で皮膚に適用し、oil residue では 2.5 μL/cm2
皮膚上に塗布した。 投与した O/W 型乳剤の内油相の量は oil residue とほぼ
同じであった。 
 内油相として、分子量及び表面張力が異なる流動パラフィン（LP-A、C、D）を





（LP-A > LP-C > LP-D）、分子量及び表面張力の低い流動パラフィンを内油相
に用いた方が、有意に皮膚移行量が多い結果であった。  
次に O/W 型乳剤と O/W 型乳剤の油相部分との比較結果を Fig. 15に示す。 
O/W 型乳剤の油相部分においても流動パラフィンの分子量と表面張力が増加
するにつれて SG の皮膚移行量が減少していた（LP-A > LP-C > LP-D）。 また、
O/W 型乳剤と油相区分との比較では、O/W 型乳剤の方が有意に SG の皮膚移
行量が増加しており、LP-Aでは約 1.5倍 O/W型乳剤の方が SGの皮膚移行量
が多かった。  
このことより、SGを油性製剤として投与するよりも、O/W型乳剤とすることで SG
の皮膚移行量を増加させることができることが示された。 この O/W 型乳剤によ
る SG 皮膚移行量の増加は、外相の水が角層に吸収されることによる皮膚の水
和や、O/W 型乳剤の外水相が水和・蒸発する際に油相が皮膚に移行する 










Table 7.  Formulation of O/W type emulsions and oil residues. 
Ingredient Emulsion Oil residue
SG 0.5% 2%
PEG-60 hydrogenated castor oil 5% 20%
LP-A




































Fig 14. Amount of stearyl glycyrrhetinate (SG) penetration in the skin 24 h 
after application of an oil-in-water (O/W) emulsion by using 3 types of liquid 
paraffin (LP).  
Emulsions (SG, 0.5% w/v) were applied at 10 μL/cm2. Each column represents 


































Fig 15. Amount of stearyl glycyrrhetinate (SG) penetration in the skin 24 h 
after application of an oil-in-water (O/W) emulsion or a corresponding oil 
phase preparation, by using 3 types of liquid paraffin (LP).  
Emulsions (SG, 0.5% w/v) and oil phase preparations (SG, 2% w/v) were 
applied at 10 and 2.5 μL/cm2, respectively (50 μg/cm2 SG). Each column 





第４節 小括  
 
SGの O/W型乳剤からの皮膚移行に関して infinite系及び finite系で検討を
行った。 その結果、SGは 24時間の適用において infinite系及び finite系のど
ちらからもレセプター相および真皮からは検出されず、皮膚を透過しないことが
示された。 皮膚移行量は、第 1 章で検討した油剤分散系と比較しても低い値
であり、O/W型乳剤の皮膚移行は infinite系では、低いことが示唆される。 また、
finite 系での SG の皮膚移行の増加量は、油剤分散系では infinite 系の約 2 倍
であったのに対し、O/W型乳剤では、約 3.8倍と油剤分散系と比較して 2倍近く
増加した。 このことより O/W型乳剤にすることにより、より SGの皮膚移行を高め













 第 1 章及び第 2 章で、皮膚移行についてこれまで報告のない SG の皮膚移行
について検討を行った。 その結果、高分子量かつ高脂溶性の化合物である
SG の皮膚移行には、基剤として用いた油剤の分子量と表面張力が関与してい







考えられる蛍光物質の 2 種類を用いた。 分子量が 500 以下であり、Log P も 3
付近で皮膚に移行しやすいと考えられる物理化学的性質を持つモデル化合物
として、Nile red （分子量 : 318、log P: 3.8）、SG と同様に皮膚移行しにくい化合







第１節 Nile red の皮膚移行に及ぼす油剤の影響  
 
Nile red は赤色蛍光を持つ脂溶性の化合物であり、一般的には細胞内脂肪
滴の染色などに用いられる。 Nile red は分子量 318、log P 3.8 と皮膚に移行し
やすい物理化学的性質を持つため、皮膚適用製剤として用いられる薬物のモ
デルとして選択し、infinite 系及び finite 系で検討を行った。 Nile red の構造を










 Nile red を分子量及び表面張力が異なる流動パラフィン（LP-A、LP-B、LP-C、
LP-D）に分散し、infinite 系および finite 系で 2 時間適用した。 適用後、皮膚
切片を作成し、共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）で Nile red の皮膚への移行を




infinite 系の方が皮膚移行量は多かった。  
さらに finite系では、異なる分子量及び表面張力を持つ流動パラフィンからの
Nile redの皮膚移行深度を測定した結果を Fig. 18に示す。 Nile redの皮膚へ
の移行深度は、いずれも 12 μm であり、基剤として用いた流動パラフィンの分子
量及び表面張力に影響されなかった。 これらの結果より、油剤の分子量及び













Fig. 17.  Cross-section of YMP skin sample observed by CLSM after the 
application of the fluorescent dyes Nile red as a suspension in LP-A and LP-D 
under the infinite dose condition (a) and the finite dose condition (b).  




























Fig. 18.  Penetration depth of Nile red into YMP skin 2 h after application 
under the finite dose condition.  





第２節 DiI の皮膚移行に及ぼす油剤の影響  
 
 SG と同様に高分子量かつ高脂溶性を持つ化合物のモデルとして DiI の皮膚
移行について infinite 系及び finite 系で検討を行った。 DiI は Nile red と同様
に赤色蛍光を持つ脂溶性カルボシアニン色素であり、脂質二重層を染色するた
め、細胞膜染色に使用される。 DiIは分子量 834、log P 23.2 と SG と同様に分
子量 500 以上で高脂溶性のため、皮膚に移行しにくい物理化学的性質を持つ










 DiI は Nile red と同様に、分子量及び表面張力が異なる流動パラフィン（LP-A、
LP-B、LP-C、LP-D）に分散し、YMP皮膚に適用した。 2時間または 24時間適
用後、皮膚切片を作成し、CLSM で DiI の皮膚への移行を観察した。 さらに
finite 系では皮膚内部へ移行した深さを測定した。 Fig. 20 に皮膚切片画像を
示す。 DiI は infinite 系では LP-A、LP-D の両方とも皮膚に移行しなかった。 
 Finite 系では LP-D では角層表面のみに DiI がとどまっているのに対し、LP-A
では角層全層への移行が認められ、分子量・表面張力がより低い流動パラフィ
ンである LP-A 方が DiI の皮膚移行量が多い結果であった。 また、24 時間適
用後の結果においても全体的に皮膚移行量が増えていたが、同様の結果であ
った。 
 次に finite系での異なる分子量及び表面張力を持つ流動パラフィンからの DiI















Fig. 20.  Cross-section of a YMP skin sample observed by CLSM after the 
application of the fluorescent dyes DiI as a suspension in LP-A and LP-D 
under the infinite dose condition (a) and the finite dose condition (b), (c). (a), 
(b), 2 h application and (c), 24 h application.  




























Fig. 21.  Penetration depth of DiI into YMP skin 2 h after their application 
under the finite dose condition. 












finite 系で検討を行った。 Fig. 22 に皮膚切片画像を示す。 O/W 型乳剤から
の DiI の皮膚移行は、LP-D を内油相として用いた（b）では、ほとんど皮膚へ移
行していなかったのに対し、内油相として分子量及び表面張力が低い LP-A を
用いた（a）では、2 時間の適用において表皮内にまで DiI が移行した。 この結
果より、DiI の O/W 型乳剤からの皮膚移行は SG と同様に内油相として用いた
油剤の分子量及び表面張力に影響を受けることが示唆される。 さらに前節の
油性基剤（LP-A）からの DiI の皮膚移行と比較すると、内油相として LP-A を用
いた O/W 型乳剤では、油性基剤からの皮膚移行が角層にとどまっていたのに
































Fig. 22.  Cross-section of YMP skin observed by CLSM after application of 
DiI as an O/W-type emulsion with (a) LP-A, and (b) LP-D.  




Fig. 23.  Cross-section of YMP skin observed by CLSM after application of 
DiI with LP-A, (a) without pretreatment, and (b) with pretreatment of water 
before DiI application.  




第４節 小括  
 
 皮膚に移行しやすい物理化学的性質を持つ蛍光物質である Nile red、及び
高分子量かつ高脂溶性で皮膚に移行しにくい物理化学的性質を持つ蛍光物
質であるDiIを用いて、分子量及び表面張力の異なる流動パラフィンからのNile 
red および DiI の皮膚移行について検討を行った。 その結果、Nile red は基剤
として用いた流動パラフィンの分子量及び表面張力に関係なく皮膚に移行した。




 一方、DiI は SG と同様に基剤として用いた流動パラフィンの分子量及び表面
張力が低くなるにつれて皮膚への移行量が増加した。さらに infinite 系と finite
系を比較すると、finite 系では分子量及び表面張力が低い流動パラフィンにお
いて DiIが皮膚に移行したのに対し、infinite系では、どの流動パラフィンにおい




 次に、DiI を用いて皮膚の水和の DiI の皮膚移行に対する影響について検討
を行った。 その結果、皮膚を水和させることによりDiIの皮膚移行量は増加した。 

































油性基剤からの SG の皮膚移行を infinite 系及び finite 系において検討した
結果、SG は YMP 皮膚を透過しなかった。 しかし SG の皮膚への移行量は、用
いた基剤の種類によって差があり、流動パラフィンでは finite 系の方が infinite
系と比較して SGの皮膚移行量が約 2倍多く、一般的な経皮吸収理論から導か








膚移行に与える油剤の影響因子の検証をおこなった。 その結果 SG の皮膚移
行には基剤として用いた油剤の分子量と表面張力が関与していることを明らか
にした。 特に表面張力の関与に関してはこれまで報告がなく、皮膚移行に影
響を与える因子として新たに見出した。 また、この分子量と表面張力は SG と物
理化学的性質が似ている蛍光化合物である DiI の皮膚移行に対しても同様の




次に化粧品の剤形として汎用されている O/W 型乳剤からの SG の皮膚移行
及び SG の皮膚移行に対する油剤の分子量と表面張力の影響を検討した。 そ
の結果、SG は油性基剤と同様に皮膚透過しなかった。 O/W 型乳剤と O/W 型
乳剤の内油相を比較した結果、O/W 型乳剤の方が有意に皮膚移行量が増加
していた。 このことより、O/W 型乳剤にすることにより、より SG の皮膚移行を高





















第 1 章  
 
 















2. 油剤の物理化学的性質  
実験に用いた油剤の粘度、表面張力及び SG の油剤への溶解度を測定し
た。  
油剤の粘度：音叉型振動式粘度計  (Viscometer SV-10、株式会社エー・アン
  
 
ド・デイ、東京)を用いて 20 °C から 40 °C までの粘度を 3 回経時的に測定し、得
られた粘度推移から 32 °C での粘度を算出した。 表面張力：自動接触角計
(Dropmaster DM-500、 協和界面科学株式会社、埼玉)を用いてペンダントドロ
ップ法 20 °Cでの表面張力を 10回測定し、その平均値とした。 SGの油剤に対
する溶解度：US environmental protection agency method37)を参考にしておこな
った。すなわち、油剤を 10 mL 入れた遠沈管に SG を過剰量添加し、25 °C で
72 時間ゆっくり撹拌した。その後、SG 溶液は、遠心機で 13,000 rpm、30 min
遠心し、上清を PTFE 製の 0.22 µm メンブランフィルター(GE ヘルスケア・ジャパ
ン株式会社、東京)を用いて濾過した。油剤に溶解した SGは、メタノールで希釈
したのち HPLC で定量した。 測定は、3 回繰り返し行った。 
 
3. Yucatan micropig (YMP) 皮膚処理  
皮膚移行実験には、ヒト皮膚と特性が近いことが報告されている YMP 皮膚を
用いた 38,39)。 YMP 皮膚は 5 か月齢の雌性 YMP から採取後、-80 ℃に凍結





4. 皮膚移行試験  
 適用方法として無限系の実験系である infinite 系と有限系の実験系である
finite 系の 2 種類の方法で実験を行った。 
 
4-1. Infinite 系皮膚移行試験  
 改良 Franz 型拡散セル(有効面積 1.1 cm2)に前処理済みの YMP 摘出皮膚を
  
 
約 2 × 2 cm に切断し、真皮側がレセプター相側になるように取り付けた。 レ
セプター相には pH 7.1 等張リン酸緩衝液  (PBS、Kanamycin 0.01 %、シクロデ
キストリン 2%、エチルアルコール 5%含有) を充たし、恒温槽で 37℃に保った。 
ドナー相に試料 2 mL を適用し、ドナー相上部をパラフィルムで閉塞した。 レセ
プター相から適用 1、3、6、24 時間後にサンプリングし、SG 濃度を測定した 24
時間のサンプリング後に YMP 摘出皮膚を取り外した。 皮膚表面に残った試料
を紙ワイパー（キムワイプ、日本製紙クレシア株式会社、東京）で除去した。 
皮膚は 4-3 に示した方法で、角層・表皮・真皮に分離し、それぞれの画分に
含まれる SG を定量した。 
 
4-2. Finite 系皮膚透過試験  
3 cm 角に切断した前処理済みの YMP 皮膚を pH 7.1 等張リン酸緩衝液  
(PBS、Kanamycin 0.01 %含有 )に浸した不織布ワイパー（ワイプオール X80、
日本製紙クレシア株式会社、東京）の上に並べた。 総面積のうち 4 cm2を試験
面積として試料を 2.5 μL/cm2 （油性基剤）又は 10 μL/cm2 （O/W 型乳剤）を適
用した。 この不織布ワイパーの上に載せた皮膚を 0.01 %カナマイシン含有
PBS で満たしたステンレストレイ上に静置し、皮膚表面が 32 ℃になるように加温
した。 開放状態で 24時間放置後、皮膚表面に残った試料を紙ワイパーを用い
て除去した後にストリッピングを行い、皮膚表面・角層・表皮・真皮に分離し、そ
れぞれの画分に含まれる SG を定量した 18-20)。 投与量に対して、回収率 80%
以上のサンプルをデータとして使用した。 また、皮膚中で SG が分解しないこと
を確認した。 
 
4-3. 皮膚に移行した SG の定量  
Infinite 系及び finite 系で透過試験を行った YMP 皮膚は、粘着テープ
  
 
（Scotch BH-18、3M、東京）を用いて 10回ストリッピングを行った。 テープは 1、
2枚目、3~6枚目、7~10枚目に分け、それぞれ 2 mLのメタノールに浸した後に、
卓上型超音波バスで 30 分間撹拌し SG を溶出させた。 また、finite 系ではスト
リッピングの前に試料を拭き取った紙ワイパーも角層 1、2 枚目画分に加えた。 
さらに、ストリッピング後の皮膚はヒートスプレット法を用いて表皮と真皮を分離し
た 45)。 60 ℃に加熱したホットプレートの上にストリッピングした後のYMP皮膚を
静置し、真皮と表皮をピンセットで剥離した。 剥離した表皮、真皮はそれぞれ 2 
mL のメタノールに浸し、手術用はさみで細かく切断した後に、卓上型超音波バ
ス（日本エマソン株式会社、神奈川）で 30 分間撹拌し角層画分と同様に SG を
溶出させ、HPLC により溶出液の SG 量を定量した。 テープストリッピングで得ら
れた角層の 1、2 枚目を皮膚表面 43,44)、3～10 枚目を角層と定義し、角層中の
SG 量を求めた。  
 
5. HPLC 分析条件  
SG の分析は HPLC（LC-2000Plus series：ポンプ PU-2080、オートサンプラ 
AS-2055、カラムオーブン CO-2065、PDA 検出器  MD-2018，日本分光株式会
社、東京） で行った。 カラムは、Mightysil RP-18GP C18 column （5 μm、 4.6 
mm × 250 mm，関東化学株式会社、東京） を使用した。 移動相の組成はメタ
ノール  ：エタノール  (75:25, v/v)とし、カラム温度は 40 °C、  流速は、1.5 
mL/min （250 mm カラム）、1.0 mL/min （150 mm カラム）とした。 検出波長は
254 nm とした。 定量は絶対検量線法で行い、検出感度は 0.1 µg/mL であっ
た。 
 
6. 統計解析  
統計学的評価は、JMP 9.03 (SAS Institute Japan Inc.、東京)を用い
  
 
て解析を行った。 すべてのデータは ± S.D （標準偏差）で表した。データは







第 2 章  
 
 
 すべての実験材料及び、実験方法は第 1 章の方法に準じて行った。 以下に
第 1 章と異なる点を記載する。 
 







2. O/W 型乳剤の調製  
 O/W 型乳剤は、ホモミキサー（ホモミクサーMARK II、プライミクス株式会社、
大阪）による予備乳化の後に高圧ホモジナイザー（マイクロフルイダイザー 
M-110EH、パウレック、兵庫）を用いて調製した。 すなわち、SG、界面活性剤、
油剤を混合し、70 ℃に加温した。同様に 70 ℃に加温した精製水に徐々に油
相区分を添加しながら、ホモミキサーで 4000 rpm で 10 分予備乳化を行った。
室温に冷却後、高圧ホモジナイザーを用いて粒径が約 200 nm になるように乳
化分散を行った。 
 






釈し、測定した。 測定は、3 回繰り返し行った。 
 
4. HPLC 分析条件  







第 3 章  
 
 
 すべての実験材料及び、実験方法は第 1 章及び、第 2 章の方法に準じて行
った。 以下に第 1、2 章と異なる点を記載する。 
 
1. 実験材料  
Nile red及び DiIはシグマアルドリッチ ジャパン合同会社  （東京）から入手し
た。 その他の試薬および溶媒は、市販の試薬特級または HPLC グレードのもの
を使用した。 
 
2. O/W 型乳剤の調製  
 DiI および Nile red を含有した O/W 型乳剤は、プローブ式超音波ホモジナイ
ザー（デジタル超音波ホモジナイザー、日本エマソン株式会社、神奈川）による
予備乳化の後に、小型エクストルーダー（Mini-Extruder、Avanti Polar 
Lipids、USA）を用いて調製した。 DiIまたは Nile red と、界面活性剤、油剤を
混合し 70 ℃に加温した。同様に 70 ℃に加温した精製水に 油相を添加し、超
音波ホモジナイザーで予備乳化を行った。70 ℃に加温したまま、小型エクスト
ルーダー、孔径 0.2 μm のメンブランを通して、10 回サイジングを行った。 DiI
及び Nile red を含む乳剤は、退色を防ぐため、すべての工程を遮光して行っ
た。 
 
3. 皮膚移行試験  
 皮膚移行試験は、 1 mg/mL の濃度で調製した DiI 及び Nile red の流動パラ




3-1. Infinite 系皮膚透過試験  
 Franz 型拡散セル(有効面積 1.77 cm2，PermeGear、USA)に前処理済みの
YMP 摘出皮膚を真皮側がレセプター相側になるように取り付けた。レセプター
相には pH 7.1 等張リン酸緩衝液  (PBS、Kanamycin 0.01 %) を充たし、恒温槽
で 37 ℃に保った。ドナー相に試料 2 mLを適用し、ドナー相上部をパラフィルム
で閉塞した。 2 時間後に YMP 摘出皮膚を取り外した。皮膚表面に残った試料
を紙ワイパー（キムワイプ、日本製紙クレシア株式会社、東京）で除去した。 
 
3-2. Finite 系皮膚透過試験  
2 cm 角に切断した前処理済みの YMP 皮膚を pH 7.1 等張リン酸緩衝液  
(PBS、Kanamycin 0.01 %含有 )に浸した不織布ワイパー（ワイプオール X80、
日本製紙クレシア株式会社、東京）の上に並べた。総面積のうち約 3 cm2 を試
験面積として試料を 2.5 μL/cm2 （油性基剤）又は 10 μL/cm2 （O/W 型乳剤）を
適用した。この不織布ワイパーの上に載せた皮膚を 0.01 % kanamycin 含有
PBS で満たしたステンレストレイ上に静置し、皮膚表面が 32 ℃になるように加温
した。遮光しながら開放状態で 2 時間または 24 時間放置後、皮膚表面に残っ
た試料を紙ワイパーを用いて除去した。 水和実験においては、YMP 皮膚に、
5% HCO 含有精製水を 10 μL/cm2塗布し、15 分静置した後、DiI の流動パラフ
ィン分散液を塗布し、2 時間放置後、同様に処理を行った。 
 
3-3. 皮膚に移行した DiI 及び Nile red の皮膚移行の測定  





（UT2000F、Leica Microsystems、東京）を用いて、ペンタン：ヘキサンの 1：2 溶
液中で −100 °C で凍結した。 凍結皮膚サンプルは、クリオスタット (CM3050S、 





4. CLSM 観察条件  
CLSMは、FLUOVIEW FV-1000（オリンパス株式会社、東京）を使用し、60倍
の PLAPON60×O（油浸）対物レンズにより観察した。蛍光画像は 543 nm He–Ne 
laser を用いて、DiI および Nile red の赤色蛍光を取得した。蛍光色素の皮膚へ
の移行深度は、1 視野中の 10 点の深さを測定し、それを 10 視野測定し積算
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DiI  ： 1,1'-Dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine 
Nile red ： 9-(Diethylamino)-5H-benzo[a]phenoxazin-5-one 
SG   ： グリチルレチン酸ステアリル 
 
油剤  
LP  ： 流動パラフィン 
A-OA  ： オレイン酸  
A-ISA  ： イソステアリン酸  
B-OLA ： オレイルアルコール 
B-OCD ： オクチルドデカノール 
E-INN  ： イソノナン酸イソノニル 
E-IDN  ： イソノナン酸イソトリデシル 
E-CEH ： 2-エチルヘキサン酸セチル 
E-NGD ： ジカプリン酸ネオペンチレングリコール 
G-THN ： トリエチルヘキサノイン 
G-CTG ： カプリル/カプリン酸トリグリセリド 
 
界面活性剤  
HCO   ： ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油  
HSL   ： 水素添加大豆リン脂質  
  
 
PO80   ： ポリソルベート 80 
PMS   ： ステアリン酸ポリエチレングリコール 
SSG   ： ステアロイルグルタミン酸 Na 
SMS   ： ショ糖脂肪酸スクロース 
 
その他  
CLSM  ： 共焦点レーザー顕微鏡  
O/W   ： oil in water 
YMP  ： Yucatan micropig 
OECD  ： Organisation for Economic Co-operation and Development 
経済協力開発機構  
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